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摘  要 
I 






本文以模式生物 C. elegans 为受试对象，研究苯并(a)芘对 C. elegans 发育的
影响，结果发现：暴露于苯并(a)芘中 C. elegans 产卵率显著降低，苯并(a)芘可诱
导 C. elegans 生殖细胞的凋亡，并且具有显著的时间效应和浓度效应；苯并(a)
芘引起的 C. elegans 生殖细胞的凋亡经过核心凋亡途径。 
利用 C. elegans 基因的缺失突变株，研究 B(a)P 作用下不同信号转导通路在
生物体内的作用机制。实验结果表明：苯并(a)芘没有诱导 ERK、p38 和 JNK 信
号转导通路中各基因缺失突变株生殖细胞凋亡个数的显著增加，苯并(a)芘诱导
cep-1 和 egl-1 基因缺失突变株生殖细胞凋亡个数有一定程度的增加。总的来说，
苯并(a)芘介导的 C. elegans 生殖细胞凋亡依赖于 MAPK 信号转导途径，而 DNA
损伤效应分子在苯并(a)芘诱导的 C. elegans 生殖细胞凋亡中起着部分作用。 
 
















Benzo(a)Pyrene [B(a)P], a member of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons 
(PAHs), widely exists in the environment and has carcinogenic and mutagenic effects. 
It accumulates easily in the body of humans and may cause tumors. Though taken as a 
well studied model for the carcinogenicity, the toxicity of B(a)P on reproduction and 
development has not been well elucidated. As such, most of the results are based on 
the vitro experiments and less in vivo outcomes are reported. 
In the present work, we used C. elegans as an animal model to investigate the 
effects of B(a)P on the germline. The amount of eggs produced by C. elegans adults 
was obviously reduced after exposure to B(a)P. Our experiments have shown that 
exposure to B(a)P caused dose- and time-dependent germline apoptosis in C. elegans.  
B(a)P-induced germline apoptosis required the core apoptotic machinery. 
Furthermore, We investigated B(a)P-induced germline apoptosis in the C. 
elegans strains carrying mutated alleles which are homogous to known mammalian 
genes involved in apoptosis regulation. Germline apoptosis stopped increase in the 
loss-of-function alleles of ERK, JNK and p38 MAPK cascades. B(a)P-induced 
apoptosis was partially inhibited in cep-1 mutated strains and egl-1 mutated strains. 
Together, the results of this study suggest that the MAPK pathways are indispensable 
in mediating this apoptotic response while DNA damage response genes are partially 
involved in regulation of B(a)P-induced germline apoptosis. 
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第一章  前言 
1.1 多环芳烃及苯并(a)芘 
1.1.1 致癌物多环芳烃苯并(a)芘 









癌物质。对其毒性的深入研究表明 B(a)P 可经过细胞色素 P450 代谢激活后形成
亲电子中间产物。其中一类重要的亲电子中间产物为苯并(a)芘-7，8-二氢二醇-9，
10-环氧化物(BP 7，8-diol-9，10-epoxide， BPDEs)，包括 4 种立体异构体。其中
(+) 苯并 (a) 芘 -7 ， 8- 二氢二醇 -9 ， 10- 环氧化物 -2[(+)-BP 7 ， 8-diol-9 ，
10-epoxide-2](BPDE-2)，是由 B(a)P 衍生的人类及动物的终致癌物，包括反式(anti-)
与顺式(trans-)两种同分异构体。BPDE-2 主要在 DNA 中脱氧鸟嘌呤 N-2 部位与



























B(a)P 等 PAHs 化学物质进入生物体内后的转化分为两个阶段。第一阶段，
亲脂性底物被细胞色素 P450（简称 P450）依赖的单加氧酶系统（monooxygenase 
system）氧化代谢形成各种中间代谢物（单加氧酶系统是由 P450、细胞色素 b5、
黄素蛋白-NADPH-P450 还原酶、黄素蛋白-NADH-细胞色素 b5 还原酶和磷脂共
同组成的电子传递体系）。产生的这些中间代谢物具有很高的生物活性，容易对






































B(a)P 或者 BPDE 就是通过与生物大分子尤其是 DNA 分子中的脱氧腺嘌呤及脱
氧鸟嘌呤环上的氨基共价结合而形成 DNA 加合物[8]，造成 DNA 损伤，继而可
能通过扰乱正常细胞周期相关的信号传导通路发挥作用。 















































恶变和细胞周期调控等。MAPK 级联反应中主要有 3 种途径：细胞外信号调节
蛋白激酶(extracellullar signal regulated kinase，ERK)途径、p38 激酶途径和 c-jun
末端激酶(c-jun N-terminal kinase，JNK)途径。每一种途径都由 MAPK，MAPK 
kinase（MAPKK）和 MAPK kinase kinase（MAPKKK）组成。哺乳动物细胞中
ERK，p38 和 JNK 分别是这三种途径中的 MAPK 级激酶，MAPKK 家族中则包
括 MEK1/2，MKK3/6， MKK4 和 MKK7。MEK1/2 可以激活 ERK，MKK4 既
可以激活 p38 也可以激活 JNK，MKK7 只激活 JNK，而 MKK3/6 只激活 p38（图
4）。MAPKK 家族蛋白又可被相应的 MAPKKK 激酶激活，这其中包括 Raf/Ras，
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图 4 MAPK 信号途径示意图（源自 www.bch.msµ.edµ） 







激反应[16,17,18]，越来越多的体外实验研究也发现 ERK 途径在 DNA 损伤修复、细
胞周期阻抑、细胞凋亡中起重要作用。Yacoub(2003)[19]和 Shintani(2003)[20]就发
现如果由 EGF（Epidermal growth factor）介导的 ERK 信号途径受到抑制， 细胞
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研究了两种细胞系在 B(a)P 诱导的细胞凋亡中不同的作用机制， 指出在小鼠肝
肿瘤细胞中 ERK 信号通路在耐受 B(a)P 介导的细胞凋亡中起重要作用，而在大
鼠肝脏上皮细胞中则未见明显作用。然而, Chin 等(1998)[31]的研究表明含有 B(a)P
的黑烟可以刺激巨嗜细胞肿瘤坏死因子 TNF-α 的表达增多和释放，继而引起了
ERK 途径依赖的细胞周期调控。而 Kim(2005)[32]和 Chen(2003)[33]等发现 P38 信
号转导途径也可调节由 B(a)p 介导的细胞凋亡。还有研究表明在 Hela 细胞系中，
经过 B(a)P 刺激后 JNK 途径被激活，而且在 B(a)P 介导的细胞凋亡中起重要作用
[34]。但是在肝脏肿瘤细胞系 Hepa1c1c7 中，B(a)P 介导的细胞凋亡似乎又并不依
赖于 JNK 途径[35]。 
这些研究表明 B(a)P 影响下的细胞凋亡调控可以受到 MAPK 信号通路的影




一个合适的生物模型对 B(a)P 引发的信号通路调控机制进行更细致的研究。 
1.2 模式生物秀丽小杆线虫 
秀丽小杆线虫（Caenorhabditis elegans，C. elegans）是一种重要的模式生物。
其通身透明，易于观察，构造简单，两性成虫只有 959 个体细胞, 雄性成虫只有
1031 个体细胞（其结构如图 1）；生长快速，生命周期短，在 20℃下完成一个生
活史仅需 4 天（生活史如图 2）；易于大量养殖，易于产生突变；可以用显微注
射等方式来进行 RNA 干扰（RNA interference， RNAi）和外源基因的转化；细
胞数目以及细胞命运图谱几乎固定，并且易于追踪；基因组测序已经全部完成。
因此成为研究发育生物学、遗传学、分子生物学等诸多领域的经典模式生物。很














第一章  前言 
7 
 
图 1 C. elegans 主要解剖结构示意图 
Fig 1 The anatomic structure of C. elegans 
（Sulston and Horvitz, 1977） 
  
图 2  C. elegans 生活史简图 
Fig 2 The life cycle of C. elegans 
（ Ji yuan, 2004） 
 
对 C. elegans 研究的一个重大成功便是细胞凋亡和细胞周期调控的研究。在
雌雄同体 C. elegans（hermaphrodite）的发育过程中，总共产生了 1,090 个细胞，
但是最终的成体却只有 959 个细胞，而其余的 131 个则在发育的过程中因受到
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官，包括肠道、肌肉、皮肤、分泌系统甚至还有低级的“脑”。 C. elegans L1 期
幼虫有 556 个体细胞，其中的 53 个胚后体母细胞（post embryonic somatic blast 






图 3 C. elegans 细胞发育谱系简图（Kipreos, 2002） 
Fig 3 The C. elegans hermaphrodite cell lineage. 
 
在 C. elegans 中，体细胞的数量几乎是恒定的，成虫体细胞也不再分裂，而
生殖细胞是保持增殖的。为维持生殖系的动态平衡，雌雄同体 C. elegans 中的很
多生殖细胞在卵子生产的过程中经历随机性的生理性细胞凋亡。雌雄同体的 C. 
elegans 的生殖腺，位于近体中心，两个“U”形生殖腺管连接在共有的子宫上。雌
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究证明百草枯、渗透压刺激、热激和饥饿都可以引起 C. elegans 生殖细胞的凋亡
[39]，Revel 等[40]发现苯并(a)芘通过激活芳烃受体、酶的诱导和 DNA 加合物的形
成，会导致睾丸生精细胞的凋亡。因此研究苯并(a)芘是否引起 C. elegans 生殖细
胞的凋亡具有重要的现实意义。 
模式生物 C. elegans 由于其诸多优点，成为研究高度保守的 MAPK 信号通
路的最好对象。C. elegans 体内的 ERK 途径——LIN-45 (MAPKKK)—MEK-2 
(MAPKK)—MPK-1(MAPK)途径被研究的最为透彻。这条途径参与了 C. elegans
诸多生理功能，包括皮层发育，阴门形成[41]，细胞减数分裂[42]，蛋白降解[43]和
嗅觉神经通路构建[44]。此外许多高等哺乳动物体内 p38 和 JNK 途径的关键成员
在 C. elegans 中也都找到了与其相对应的同源基因或蛋白（图 5）。p38（MAPK
级激酶）在 C. elegans 体内有 3 个同源物——pmk-1，pmk-2 和 pmk-3。这 3 个基
因位于同一条染色体上，共同构成一个操纵子元件（operon）。pmk-1 的激活受
到 sek-1（MAPKK 级激酶）的调控，而 sek-1 的激活需要 nsy-1（MAPKKK 级激
酶）对其进行磷酸化。NSY-1-SEK-1-PMK-1 途径是典型的 p38 MAPkinase 途径，
这条途径被证明在 C. elegans 神经细胞极性建立中发挥作用[45,46]，更为重要的是
这条途径当 C. elegans 在病原，重金属，氧化刺激下时均可被激活[47,48,49,50]，在
C. elegans 先天免疫系统中起关键作用。JNK-1 和 JKK-1 分别是 C. elegans 体内
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图 5  哺乳动物和 C.elegans 体内 p38 及 JNK 途径的成员 
Fig. 5 List of components involved in JNK and p38 MAPK cascades in mammal 
and C. elegans. (Aisa Sakaguchi, 2004) 
 
核检控点基因(checkpoint gene)、p53和egl-1基因都是DNA损伤的效应分子，
它们的关系如图（图 6），在多种刺激引起的 c. elegans 生殖细胞的凋亡过程中都
参与调控[39]。hus-1 基因是核检控点基因，是 DNA 损伤引起的细胞凋亡所必需
的，在铜引起的生殖细胞的凋亡过程中，hus-1 部分地抑制了生殖细胞的凋亡[54]。
当 c. elegans 暴露于伽玛射线可以引起 DNA 损伤，进而引起 c. elegans 生殖细胞
的凋亡，需要核检控点基因和 P53 基因以及 egl-1 基因的参与[55,56,57]。在早期胚
胎形成和幼虫发育的整个过程中体细胞的死亡由凋亡前体蛋白 EGL-1 调节，病

























尤其体现在 MAPK 信号通路对 B(a)P 影响下细胞凋亡的调控机制方面。提示我
们选取一个合适的生物模型来探究这些机制的必要性。 
本文以模式生物 C. elegans 为受试对象，先观察 B(a)P 对其生殖细胞发育等
方面的影响，利用 MAPK 途径各种突变株初步探讨 MAPK 途径在苯并(a)芘引
起的 C. elegans 生殖细胞凋亡中的作用，探讨 B(a)P 影响生物发育和生理功能的
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